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1. Wprowadzenie
Borelioza jest chorobą odzwierzęcą wywoływaną 
przez krętki należące do kompleksu Borrelia burgdorferi 
sensu lato (s.l.). Schorzenie to zostało opisane po raz 
pierwszy u ludności zamieszkującej miejscowość Lyme 
(stan Connecticut, USA), dlatego też często określane 
jest mianem choroby z Lyme (LD, Lyme Disease) [71]. 
Borelioza należy do najczęstszych chorób odkleszczo-
wych (tj. przenoszonych na człowieka w czasie ugry-
zienia zakażonego bakterią kleszcza z rodzaju Ixodes), 
występujących wśród mieszkańców półkuli północnej. 
W  większości przypadków, aby doszło do zakażenia 
krętkiem potrzebny jest czas żerowania kleszcza wyno-
szący około 36 godz. przy czym ryzyko to wzrasta do 
100% po upływie 72 godz. [40, 74].
Kompleks B. burgdorferi s.l. jest heterogenną grupą 
bakterii z rodzaju Borrelia o globalnym zasięgu wystę-
powania. Obecnie, na podstawie filogenetycznego po- 
do bieństwa, w obrębie kompleksu B. burgdorferi s.l. 
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wyróżnia się około 20 genogatunków, jednakże z uwagi 
na podejmowane próby zidentyfikowania oraz opisania 
nowych szczepów uważa się, iż liczba ta nie jest osta-
teczna (Tab. I) [45, 64, 69].
Krętki B. burgdorferi s.l. to mikroaerofilne, Gram-
-ujemne bakterie należące do typu Spirochaetes. W za - 
leż ności od fazy cyklu rozwojowego mikroorganizmy 
te zaliczane są do pasożytów zewnątrz lub wewnątrz 
komórkowych. Komórki bakterii mają długość od 10 do 
30 μm i od 0,2 do 0,5 μm szerokości [5]. W budowie 
komórek B. burgdorferi s.l. wyróżnia się następujące 
elementy: zewnętrzną błonę lipidową z wieloma lipo-
proteinami powierzchniowymi, przestrzeń perypla-
zmatyczną, rzęski oraz wewnętrzną błonę cytoplazma-
tyczną tworzącą protoplazmatyczny cylinder. Pomiędzy 
błoną zewnętrzną i wewnętrzną znajduje się przestrzeń 
peryplazmatyczna, w jej obrębie umieszczone są rzę-
ski (od 7 do 11), które umożliwiają komórkom krętka 
aktywne poruszanie [7, 36]. Bakterie należące do kom-
pleksu B. burgdorferi s.l. charakteryzuje pleomorfizm, 
oznacza to, że są wstanie zmienić swoją morfologię 
w odpowiedzi na warunki środowiska [53]. Znane są 
4  formy pleomorficzne B. burgdorferi s.l.: (i) krętek 
tj. wegetatywna forma spiralna; (ii) blebs czyli forma 
pęcherzykowa; (iii) ,,round bodies” (RBs) jako forma 
pozbawiona ściany komórkowej – nazywana również 
CWD (cell wall deficient), sferoplastem lub formą L; 
(iiii) biofilm like (BFL), czyli kolonia złożona z form 
krętkowych, sferycznych oraz blebs [53, 54].
Sekwencja nukleotydowa genomu B. burgdorferi 
sensu stricto B31 została określona w 1997 roku. Cał-
kowity genom tego szczepu obejmuje 1 521 419  par 
zasad (pz), składa się na niego liniowy chromosom 
(910 725 pz), oraz 21 plazmidów (9 kolistych i 12 linio-
wych) o łącznym rozmiarze 610 694 pz [9, 19]. Wśród 
tak dużej liczby plazmidów dwa z nich (lp54 i cp26), 
obecne są u wszystkich genogatunków B. burgdorferi s.l. 
[25]. W obrębie chromosomu zlokalizowane są głównie 
geny kodujące białka odpowiedzialne za metabolizm 
podstawowy, a jego sekwencja jest dość silnie zakonser-
wowana wśród dotychczas przebadanych przedstawi-
cieli B. burgdorferi s.l. Analiza sekwencji chromosomu 
wykazała, że patogen nie posiada genów kodujących 
enzymy konieczne do wielu podstawowych funkcji 
życiowych komórki m.in. syntezy aminokwasów, kwa-
sów tłuszczowych, kofaktorów enzymów i nukleotydów 
oraz związków biorących udział w transporcie elektro-
nów. Odkrycia, te wskazują na silne przystosowanie 
B. burgdorferi s.l. do pasożytniczego trybu życia [9, 19]. 
Znaczna część genów zlokalizowanych na plazmidach 
B. burgdorferi sensu stricto Tak Ameryka Północna, Europa
B. garinii Tak Europa, Azja
B. bavariensis Tak Europa, Azja
B. afzelii Tak Europa, Azja
B. spielmanii Tak Europa
B. bissettii Podejrzewana Europa, Ameryka Północna
B. mayonii Podejrzewana Ameryka Północna
B. lusitaniae Podejrzewana Europa
B. valaisiana Podejrzewana Europa, Japonia, Tajwan, Korea
B. lanei Nie Ameryka Północna
B. americana Nie Ameryka Północna
B. andersonii Nie Ameryka Północna
B. californiensis Nie Ameryka Północna
B. carolinensis Nie Ameryka Północna
B. japonica Nie Japonia
B. kurtenbachii Nie Ameryka Północna
B. sinica Nie Chiny
B. tanukii Nie Japonia
B. turdi Nie Japonia
B. yangtze Nie Chiny
Tabela I
Zasięg występowania dotychczas poznanych genogatunków należących
do kompleksu B. burgdorferi s.l.
Genogatunek Patogennośćdla ludzi Występowanie
Na podstawie: [45, 48, 50, 61].
ANTYGENY REKOMBINANTOWE W DIAGNOSTYCE SEROLOGICZNEJ BORELIOZY 401
(około 15%) koduje antygeny błony zewnętrznej. Białka 
te określają zdolność krętka do transmisji pomię-
dzy żywicielami oraz szybkość rozprzestrzeniania się 
zakażenia po wniknięciu do kolejnego z nich. Plazmidy 
zawierają, więc główną informację genetyczną wpły-
wającą na wirulencję i patogenność bakterii z rodzaju 
Borrelia [9, 10]. Nie wszystkie szczepy B. burgdorferi 
s.l. posiadają pełen komplet plazmidów, a zatem całko-
wity rozmiar genomu może zmieniać się wśród różnych 
izolatów B. burgdorferi s.l. [2, 49]. Wiele z plazmidów 
jest łatwo traconych podczas hodowli in vitro co jest 
związane z utratą patogenności. Zatem hodowla labo-
ratoryjna w pełni wirulentnych szczepów B. burgdorferi 
s.l. jest wyjątkowo trudna [56, 62].
Borelioza to przewlekła, wieloukładowa choroba 
o  fazowym przebiegu. Jak dotąd udowodniono, że 
u ludzi wywołuje ją 5 z dotychczas poznanych genoga-
tunków B. burgdorferi s.l. tj. B. burgdorferi sensu stricto 
(s.s.), Borrelia afzelii, Borrelia spielmanii, Borrelia garinii 
i Borrelia bavariensis. W przeciwieństwie do Ameryki 
Północnej, gdzie boreliozę u ludzi wywołuje jedynie 
B. burgdorferi s.s., w Europie występują wszystkie geno-
gatunki ostatecznie potwierdzone jako patogenne dla 
ludzi [45]. W przebiegu boreliozy lekarze najczęściej 
rozróżniają trzy fazy choroby: (i) wczesną – trwającą 
do 8 tygodni od momentu zakażenia; (ii) rozsianą 
– pojawiającą się 6–26 tygodni od kontaktu z kleszczem 
oraz (iii) późną – rozwijającą się po 6 miesiącach od 
momentu przeniknięcia krętka do organizmu człowie- 
ka [40, 59]. Najbardziej charakterystycznym objawem 
wczesnej boreliozy jest rumień wędrujący (EM, ery-
thema migrans), nie pojawia się on jednak u wszystkich 
zakażonych, a jedynie u 40–80% pacjentów [2, 52, 59]. 
EM jest to zmiana skórna mająca początkowo postać 
czerwonej plamy, która rozszerza się, tworząc charak-
terystyczny wzór z centralnym przejaśnieniem. W tej 
fazie zakażenia pacjenci mogą nie doświadczać innych 
dolegliwości lub wykazywać objawy grypopodobne. 
Nieleczona choroba może rozwinąć się do wczesnej 
fazy rozsianej w trakcie, której możliwe jest wystą-
pienie rumienia wędrującego mnogiego. Dodatkowo 
często obserwowane są objawy neurologiczne (zespół 
Bannwartha, zapalenie opon mózgowo-rdzeniowych, 
zapalenie korzeni nerwowych i nerwów czaszkowych) 
lub rzadziej zapalenie serca oraz ostre nawracające 
zapalenie stawów [2, 40, 59]. Przebieg późnego etapu 
boreliozy jest w dużym stopniu uzależniony od genoga-
tunku B. burgdorferi s.l., który wywołał chorobę, dlatego 
też łatwo zauważyć pewne rozbieżności w późniejszych 
fazach choroby pomiędzy Europą a Ameryką Północną. 
B. afzelii przypisuje się w głównej mierze wywoływa-
nie zanikowego zapalenia skóry (ACA, acrodermatitis 
chronica atrophicans). Infekcje B. garinii i B. bavariensis 
przeważnie prowadzą do postaci neurologicznej cho-
roby (NB, neuroborelioza), natomiast B. burgdorferi s.s. 
wywołuje głównie boreliozowe zapalenie stawów (LA, 
Lyme arthritis). B. spielmanii do tej pory wyizolowano 
jedynie ze zmian skórnych [12, 17, 69].
2. Charakterystyka wybranych antygenów
 B. burgdorferi s.l. 
Najlepiej poznanymi antygenami B. burgdorferi s.l. 
są te znajdujące się na powierzchni komórki oraz białka 
budujące wici. Białka powierzchniowe B. burgdorferi s.l. 
dzielą się na dwie główne grupy: lipoproteiny, które są 
zakotwiczone w błonie zewnętrznej poprzez znajdu-
jące się na N-terminalnym końcu ugrupowania lipi-
dowe oraz integralne białka błony zewnętrznej (OMP, 
integral outer membrane proteins) zakotwiczone za 
pomocą domen transbłonowych [38].
Krętki B. burgdorferi s.l. charakteryzują się bardzo 
wysoką zmiennością sekwencji aminokwasowej anty-
genów powierzchniowych, wśród których przeważają 
silnie immunogenne lipoproteiny. Większość z nich jest 
kodowana przez liczne plazmidy. Budowa antygenowa 
B. burgdorferi s.l. zmienia się w zależności od warunków 
środowiska. Dlatego też inne białka są eksponowane na 
powierzchni krętka podczas bytowania w organizmie 
kleszcza, a inne we wnętrzu ssaczego żywiciela. Zmiana 
ekspresji poszczególnych genów zachodzi w związku 
ze zmianą temperatury oraz wartości pH otoczenia, 
w którym znajduje się krętek. Lipoproteiny powierzch-
niowe odgrywają ważną rolę w wirulencji oraz w inter-
akcjach pomiędzy żywicielem a patogenem, są również 
zaangażowane w unikanie odpowiedzi immunolo-
gicznej żywiciela. Inna grupa dobrze poznanych anty- 
genów to białka budujące wici, które są wytwarzane 
przez krętki bez względu na miejsce ich bytowania [38, 
39, 62, 65]. Krótką charakterystykę wybranych anty-
genów B. burgdorferi s.l. przedstawiono poniżej oraz 
zebrano w tabeli II.
VlsE
Białko VlsE (variable major protein-like sequence 
expressed) to lipoproteina kodowana przez liniowy pla-
zmid lp28-1. Locus zajmowane przez ten gen składa się 
z miejsca ekspresyjnego vlsE oraz 15 kaset wyciszają-
cych, w obrębie, których znajduje się po sześć regionów 
zmiennych (VR1 do VR6) rozdzielonych przez regiony 
niezmienne (IR). Szacuje się, iż masa cząsteczkowa VlsE 
B. burgdorferi s.l. wynosi około 35 kDa [41, 82]. W trak-
cie trwania zakażenia białko VlsE podlega zmienności 
antygenowej, definiowanej jako dziedziczna i odwra-
calna zmienność struktury antygenowej, która wystę-
puje podczas przebiegu infekcji w tempie wyższym, 
niż można się było spodziewać w przypadku standar- 
dowych mechanizmów rekombinacji lub mutacji. Pod- 
czas infekcji rearanżacje te prowadzą do powstania 
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miliardów klonów, z których każdy eksprymuje inny 
wariant VlsE, pozwala to na uniknięcie odpowiedzi 
układu immunologicznego [56, 82]. VlsE to silny immu- 
nogen indukujący produkcję zarówno przeciwciał klasy 
IgM jak i IgG już na wczesnych etapach infekcji. Głęb-
sze badania nad VlsE wykazały, że w jego obrębie znaj-
duje się wysoko zakonserwowany 26-aminokwasowy 
region (IR6). Dodatkowo wykazano, że to właśnie ten 
fragment białka VlsE jest głównym antygenem stymu-
lującym produkcję przeciwciał klasy IgG [27, 44, 82].
DbpA i DbpB 
Białka DbpA oraz DbpB (decorin binding protein 
A/B) kodowane są przez operon dbpB/A zlokalizowany 
na plazmidzie lp54 [29]. Ich produkcja w  komórce 
krętka wzrasta wraz z spadkiem pH oraz wzrostem 
temperatury do 37°C, a więc wraz z zmianami warun-
ków jakie towarzyszą transmisji patogenu z  kleszcza 
do organizmu ssaka. Białka te odpowiadają za adhezję 
bakterii do tkanek żywiciela poprzez wiązanie dekoryny 
– proteoglikanu oddziałującego z włóknami kolageno-
wymi. Wykazano, że DbpA i DbpB odgrywają kluczową 
rolę w późniejszych etapach infekcji: rozprzestrzenianiu 
się oraz utrzymaniu krętka w organizmie ssaka. O ich 
ogromnej roli w rozwoju zakażenia może świadczyć 
fakt, że szczepy B. burgdorferi s.l. pozbawione plazmidu 
lp54 są awirulentne [18, 57]. Dodatkowo białko DbpA 
jest silnym immunogenem, który indukuje wytwarzanie 
przeciwciał klasy IgG [27].
BmpA
Gen bmpA zlokalizowany jest na chromosomie 
B. burgdorferi s.l. w sąsiedztwie trzech genów paralo-
gicznych o nazwach bmpB, bmpC i bmpD, które razem 
tworzą złożony operon [68]. Białko BmpA (basic mem-
brane protein A) znane również jako P39 umiejsco-
wione jest w błonie komórkowej bakterii, a jego masa 
cząsteczkowa wynosi około 36 kDa. Proteina ta cha-
rakteryzuje się wysokim stopniem zakonserwowania 
sekwencji aminokwasowej [63]. Wyniki badań wska-
zują, że białko BmpA wiąże składniki macierzy zewną-
trzkomórkowej, głównie laminy, co umożliwia krętkom 
adhezję do komórek ssaka. Wykryto, że domena wią-
żąca obejmuje osiemdziesiąt C-końcowych aminokwa-
sów białka [73]. Uważa się, że białko to może odgrywać 
znaczącą rolę w indukowaniu odpowiedzi immunolo-
gicznej w komórkach błony maziowej torebki stawowej, 
co prowadzi do rozwoju LA [81].
Bytowanie w organizmie OspA Plazmid lp54 31 kDa • Niezbędne dla przetrwania Bbsl w ciele kleszcza
kleszcza    • Składnik jedynej szczepionki przeciwko boreliozie 
[2, 19, 66]
 OspB Plazmid lp54 34 kDa • Niezbędne dla przetrwania Bbsl w organizmie
       kleszcza
Transmisja z kleszcza OspC Plazmid cp26 20–25 kDa • Niezbędne do transmisji Bbsl z organizmu [3, 8, 66,
do organizmu ssaka       kleszcza do ssaka 72]
    • Zakonserwowane fragmenty na N i C-końcu
Bytowanie w organizmie DbpA/B Plazmid lp54 20–21 kDa • Odpowiada za adhezję Bbsl do komórek
ssaka       gospodarza – wiąże dekorynę [18, 29, 57]
    • Bierze udział w rozprzestrzenianiu się i utrzyma-
       niu krętka w organizmie ssaka
 VlsE Plazmid lp28-1 35 kDa • Locus złożone z miejsca ekspresyjnego vlsE oraz
       15 kaset wyciszających
    • Bierze udział w unikaniu odpowiedzi immunolo- [41, 82]       gicznej gospodarza (zmienność antygenowa)
    • Posiada wysoko zakonserwowany region IR6
       (pepC6)
 BmpA Chromosom 36 kDa • Odpowiada za adhezję Bbsl do komórek ssaka
       – wiąże laminę [63, 68]
    • Wysoce zakonserwowane
Bytowanie w organizmie FlaA Chromosom 37 kDa • Buduje otoczkę wici
kleszcza i ssaka FlaB Chromosom 41 kDa • Buduje rdzeń wici
    • Sekwencja aa wysoko rozpowszechniona wśród [15, 35, 75]
       szerokiej gamy mikroorganizmów – głównie
       skrajne fragmenty białka
    • Wewnętrzny fragment p41/i – unikalny dla Bbsl
Tabela II






nie genu Masa Dodatkowe informacje Źródło
Bbsl – Borrelia burgdorferi sensu lato
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OspA i OspB 
Białka OspA i OspB są eksponowanymi na po - 
wierzchni komórek B. burgdorferi s.l. lipoproteinami 
odpowiednio o masie 31 kDa i 34 kDa. Transkrybo-
wane są z pojedynczego promotora umiejscowionego 
na liniowym plazmidzie lp54 [19, 34, 38]. Produkcja 
białek OspA i OspB zachodzi głównie, gdy bakteria 
znajduje się w jelitach kleszczy, ponieważ białka te 
są konieczne do przetrwania krętka w jego organi-
zmie. Ekspresja regionu promotora ospA/B zanika, 
gdy kleszcz zaczyna żerować, jednak OspA jest wciąż 
obecne na powierzchni komórek znajdujących się 
w organizmie ssaka. Świadczą o tym przeciwciała skie-
rowane przeciwko temu antygenowi wykryte w suro-
wicy pacjentów nawet podczas późnej fazy infekcji [66]. 
Białko OspA, było składnikiem jedynej szczepionki 
przeciwko boreliozie stosowanej w Stanach Zjedno-
czonych do 2002 roku [2].
OspC
Lipoproteina OspC o masie cząsteczkowej wyno-
szącej, w zależności od genogatunku krętka, od 20 do 
25 kDa. Kodowana jest przez locus umiejscowione na 
plazmidzie cp26. Białko OspC jest niezbędne do trans-
misji B. burgdorferi s.l. z organizmu kleszcza do ssaka. 
Jego produkcja następuje co najmniej po 24 godz. od 
momentu rozpoczęcia pobierania krwi przez kleszcza 
(szczyt przypada po 48 godz.), co tłumaczy dlaczego 
zakażenie ssaka przez krętki odbywa się z opóźnie-
niem. Po pobraniu krwi przez pajęczaka zastępuje ono 
białko OspA produkowane podczas bytowania krętka 
wewnątrz organizmu kleszcza [8, 66, 72]. OspC charak-
teryzuje się bardzo dużym zróżnicowaniem sekwencji 
aminokwasowej pomiędzy genogatunkami B. burg-
dorferi s.l. Dotychczas, wśród izolatów pochodzących 
zarówno z Europy jak i z Ameryki Północnej określono 
16 serotypów białka OspC, w związku z tym OspC 
jest często stosowany do typowania szczepów B. burg-
dorferi s.l. [76, 78]. W sekwencji aminokwasowej anty-
genu OspC zakonserwowane fragmenty zlokalizowano 
jedynie na jego końcach (aminokwasy od 11 do 30 na 
N-końcu, oraz 10 terminalnych reszt aminokwasowych 
z C-końca) [3, 4, 51]. OspC jest jednym z najbardziej 
immunogennych białek we wczesnej fazie zakażenia 
B. burgdorferi s.l. Swoiste wobec OspC przeciwciała IgM 
pojawiają się wcześniej niż te skierowane przeciwko 
antygenowi VlsE [2, 51, 72]. Wiele badań wykazało, 
że OspC (obok białek wici) jest głównym antygenem 
wykorzystywanym do wykrywania swoistych przeciw-
ciał IgM [27, 77].
FlaA i FlaB
Rzęski B. burgdorferi s.l. zbudowane są z dwóch ro- 
dzajów białek (FlaA oraz FlaB) kodowanych przez geny 
zlokalizowane na chromosomie. Białko FlaB (41 kDa) 
buduje rdzeń natomiast FlaA (37 kDa) stanowi otoczkę 
wici. W niektórych przypadkach powierzchnia rzęski 
może być tylko w niewielkim stopniu pokryta białkiem 
FlaA, pozostawiając odsłoniętym jej rdzeń. Spowo-
dowane jest to faktem, iż gen flaA ulega ekspresji na 
znacznie niższym poziomie, niż ten kodujący białko 
FlaB [15, 22]. Porównania sekwencji aminokwasowej 
białka FlaB wykazały, że jest ona wysoce rozpowszech-
niona wśród szerokiej gamy mikroorganizmów (np. 
Bacillus subtilis, Salmonella typhimurium), w szczegól-
ności dotyczy to skrajnych fragmentów antygenu. Nato-
miast wewnętrzna część białka FlaB (fragment p41/i 
obejmujący aminokwasy od 129 do 251), cechuje się 
większą specyficznością dla B. burgdorferi s.l. [35, 75].
3. Diagnostyka boreliozy
Rozpoznania choroby z Lyme dokonuje się na pod-
stawie objawów klinicznych, które są następstwem 
ugryzienia przez kleszcza. Najbardziej charaktery-
stycznym z nich jest rumień wędrujący. Jego obecność 
jest zwykle wystarczająca do postawienia prawidło-
wej diagnozy. Niestety EM, jak wspomniano wcze-
śniej, występuje jedynie u 40–80% pacjentów, więc 
nie zawsze istnieje możliwość rozpoznania boreliozy 
na tej podstawie. Dodatkowym utrudnieniem w roz-
poznaniu są alergeny obecne w ślinie kleszcza, które 
wprowadzane do organizmu żywiciela mogą powodo-
wać miejscowy proces zapalny, przybierający postać 
różnej wielkości zaczerwienienia, nie świadczącego 
o przebiegu boreliozy. W związku z tym konieczna jest 
konsultacja z doświadczonym lekarzem, który będzie 
w stanie odróżnić EM od zwykłego odczynu zapalnego. 
Inne symptomy choroby z Lyme nie są wystarczająco 
charakterystyczne aby umożliwić na ich podstawie roz-
poznanie choroby, dlatego bardzo ważną rolę odgrywa 
tutaj diagnostyka laboratoryjna. Dzieli się ona na dwie 
główne grupy: metody bezpośrednie oraz pośrednie. 
Metody bezpośrednie polegają na identyfikacji całej 
komórki patogenu, jego antygenów lub materiału 
genetycznego w próbach biologicznych. Natomiast 
metody pośrednie polegają na wykrywaniu swoistych 
przeciwciał w surowicy pacjenta [2, 26, 40, 52, 59, 67]. 
W laboratoryjnej diagnostyce boreliozy materiałem 
badanym może być pobrana od pacjenta surowica krwi, 
płyn mózgowo-rdzeniowy, płyn maziowy lub wycinek 
tkanki (np. skóry) [45, 59].
Jedną z bezpośrednich metod diagnostycznych jest 
laboratoryjna hodowla krętków, w której materiał wyjś-
ciowy stanowią próbki pobrane od pacjentów (biop-
taty skóry, płyn mózgowo-rdzeniowy, płyn stawowy, 
krew). Mimo 100% specyficzności podejście to nie jest 
wykorzystywane w rutynowej diagnostyce boreliozy, 
ze względu na wysokie wymagania wzrostowe krętków 
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oraz długi czas potrzebny na przeprowadzenie testu 
(jednoznacznie negatywny wynik można stwierdzić 
dopiero po 5 tygodniach hodowli). Dodatkowo test ten 
nie charakteryzuje się wysoką czułością, która w zna-
czącym stopniu uzależniona jest od rodzaju próbki 
stanowiącej materiał wyjściowy. Skuteczność wyżej 
wymienionej metody dla bioptatów pobranych z miej-
sca występowania EM waha się między 40% a  90% 
i między 20% a 60% dla próbek pobranych ze zmian 
ACA [33, 45, 79]. Dużo niższą czułość (10–26%) otrzy-
muje się dla płynu mózgowo-rdzeniowego. W  przy-
padku hodowli z krwi wskaźnik ten wynosi zaledwie 
9% dla pacjentów z Europy i wzrasta nawet do 40% 
przy użyciu większych objętości krwi u pacjentów z EM 
w USA. Płyn maziowy stanowi materiał wyjściowy, dla 
którego skuteczność tego podejścia diagnostycznego 
jest najniższa – wynik testu w tym przypadku pra-
wie nigdy nie jest pozytywny. Z wyżej wymienionych 
powodów metoda ta jest głównie wykorzystywana jako 
narzędzie uzupełniające proces diagnostyczny u pacjen-
tów z dysfunkcjami układu immunologicznego [45, 79].
Detekcja DNA B. burgdorferi s.l. przy pomocy łań-
cuchowej reakcji polimerazy (PCR, polymerase chain 
reaction) możliwa jest w zróżnicowanym materiale kli-
nicznym, takim jak wycinki skórne, płyn mózgowo-
-rdzeniowy oraz płyn stawowy. Zastosowanie reakcji 
PCR jest najbardziej wskazane we wczesnych etapach 
choroby, gdy organizm nie wytworzył jeszcze swo-
istych przeciwciał. Należy pamiętać, że metoda ta nie 
różnicuje materiału genetycznego pochodzącego od 
żywych i  martwych patogenów, a więc nie pozwala 
na stwierdzenie czy ma miejsce aktywne zakażenie, 
co jest jej znaczącą wadą. Czułość metody PCR zależy 
od liczebności krętków w organizmie żywiciela, sta-
dium choroby oraz od rodzaju materiału klinicznego. 
Wykorzystanie reakcji PCR jest najbardziej skuteczne 
w przypadku płynu stawowego (czułość na poziomie 
80%), natomiast dla materiału pochodzącego ze zmian 
skórnych czułość jest nieco niższa i wynosi 60–70%. 
Dane dotyczące czułości w wykrywaniu DNA B. burg-
dorferi s.l. w płynie mózgowo-rdzeniowym są rozbieżne 
i wahają się w granicach 10–30% [2, 70, 79].
Ze względu na duże ograniczenia różnych metod 
bezpośrednich, w rutynowej laboratoryjnej diagnostyce 
boreliozy najczęściej wykorzystywane są testy pośrednie 
bazujące na wykrywaniu przeciwciał klasy IgM i IgG. 
W  obecnych badaniach serologicznych rekomendo-
wane jest dwuetapowe podejście diagnostyczne, które 
po raz pierwszy zostało wprowadzone w 1993  roku 
w USA przez kilka tamtejszych agencji ochrony zdro-
wia [11]. W Polsce ten sposób diagnostyki zalecany jest 
przez Polskie Towarzystwo Epidemiologów i Lekarzy 
Chorób Zakaźnych od 2007 roku. Pierwszym etapem 
tego podejścia diagnostycznego jest czuły test immuno-
enzymatyczny (ELISA, enzyme-linked immunosorbent 
assay). Jeżeli test ELISA da wynik dodatni lub wątpliwy 
jako test drugiego stopnia (potwierdzający) stosuje się 
Western blot (WB) [2, 45].
Testy ELISA ze względu na swoją wysoką czułość 
pełnią rolę testów przesiewowych. Oparte są one głów-
nie na całkowitych lizatach komórkowych krętków. 
Niestety takie preparaty antygenowe nie mają wyso-
kiej specyficzności ze względu na obecność w  lizacie 
B. burgdorferi s.l. antygenów reagujących krzyżowo, 
wśród których wymienia się np. białka wstrząsu ter-
micznego czy białka wici, które powszechnie występują 
w komórkach innych mikroorganizmów. Ze względu na 
niezbyt wysoką specyficzność testy ELISA charaktery-
zują się nadrozpoznawalnością, dlatego dodatni wynik 
nie pozwala na postawienie ostatecznej diagnozy [6, 
42]. Z tego też powodu konieczne jest wykonywanie 
testu potwierdzającego drugiego stopnia, którym jest 
Western blot, charakteryzujący się dużo większą specy-
ficznością. Związane jest to z możliwością rozróżnienia 
poszczególnych pasm białkowych. W celu osiągnięcia 
jak najlepszej użyteczności diagnostycznej w teście WB 
wytypowano najbardziej reaktywne i charakterystyczne 
antygeny znajdujące się w lizacie komórkowym kręt-
ków. Ustalono, że dla wykrywania przeciwciał klasy 
IgM, najbardziej wiarygodne są testy, w których pod 
uwagę bierze się trzy pasma antygenowe (p23 [OspC], 
p39 [BmpA] i p41 [FlaB]). Taki test interpretowany 
jest jako pozytywny, gdy zareagują co najmniej dwa 
z nich [16]. Natomiast do wykrywania przeciwciał IgG, 
najlepszą specyficzność i czułość otrzymuje się biorąc 
pod uwagę 10 różnych antygenów (tj. p18 [DbpA], 
p23[OspC], p28, p30, p39 [BmpA], p41 [FlaB], p45, p58 
[fragment białka Hsp60], p66 i p93). Test jest okreś lany 
jako dodatni, gdy pojawi się co najmniej 5 z 10 ocze-
kiwanych pasm [14, 55].
4. Problemy w serodiagnostyce boreliozy
Mimo, że to diagnostyka serologiczna stanowi pod-
stawę w rozpoznaniu boreliozy nie jest ona wolna od 
problemów, z którymi codziennie boryka się wiele labo-
ratoriów diagnostycznych. Czułość tej metody w dużym 
stopniu zależy od czasu trwania choroby. Jako pierwsze 
w organizmie żywiciela pojawiają się przeciwciał klasy 
IgM, ma to miejsce po około 2 tygodniach od zakażenia, 
natomiast produkcja przeciwciał klasy IgG rozpoczyna 
się zwykle po 3–6 tygodniach i w miarę rozwoju cho-
roby zastępują one przeciwciała klasy IgM. Jednak nie 
u wszystkich pacjentów swoiste immunoglobuliny IgM 
zanikają w ciągu kilku miesięcy od momentu infekcji. 
W niektórych przypadkach utrzymują się one we krwi 
nawet przez kilkanaście lat. Dodatkowo przeciwciała 
IgM mogą być wykrywane zarówno podczas reakty-
wacji choroby oraz w przypadku ponownego zakaże-
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nia B. burgdorferi s.l. Dlatego też odróżnienie świeżej 
infekcji od przewlekłej jedynie w oparciu o stwierdzenie 
obecności swoistych IgM jest niemożliwe [1, 21].
 Z powodu czasu koniecznego na wytworzenie przez 
organizm swoistych przeciwciał w pierwszym etapie 
infekcji (tzw. okienko serologiczne) wyniki badań 
serologicznych są często negatywne [13, 37, 72]. Tylko 
u 10–50% pacjentów z wczesną boreliozą (EM wystę-
pującym krócej niż 7 dni) są wykrywalne przeciwciała 
skierowane przeciwko B. burgdorferi s.l. W miarę trwa-
nia infekcji odpowiedź immunologiczna stopniowo 
dojrzewa, w wyniku czego czułość testów serologicz-
nych podczas późniejszych stadiów choroby znacząco 
wzrasta. W przypadkach późnej fazy choroby swoiste 
przeciwciała IgG są wykrywane niemal u wszystkich 
badanych pacjentów [30, 31, 79].
Kolejnym z ograniczeń jest różny wzór ekspresji 
genów krętka w kleszczu i w organizmie ssaka [24]. 
Dodatkowo różnorodność białek powierzchniowych 
jest zwiększana poprzez zjawisko zmienności antygeno-
wej, które jest jednym ze sposobów unikania odpowie-
dzi immunologicznej przez B. burgdorferi s.l. Oznacza 
to, że przeciwciała swoiste dla jednej postaci antygenu 
nie będą reagować z innymi jego wariantami [56].
Innym problemem jest uzyskanie lizatów komór-
kowych, zawierających wszystkie najbardziej immu-
nogenne antygeny, ponieważ geny kodujące niektóre 
z nich ulegają ekspresji jedynie in vivo [24, 65]. Dodat-
kowo produkcja niektórych białek zanika poprzez 
utratę kodujących je plazmidów w wyniku wielokrot-
nego pasażowania. Skład antygenowy lizatów komórko-
wych zależy również od fazy wzrostu krętków w jakim 
zostały one zebrane. Wyżej wymienione czynniki są 
powodem problemów związanych ze standaryzacją 
natywnych preparatów antygenowych, co znacząco 
wpływa na powtarzalność wyników uzyskiwanych 
z  wyko rzystaniem testów diagnostycznych na nich 
opartych [13, 43, 56, 62].
Ogromna różnorodność genogatunków zaliczanych 
do kompleksu B. burgdorferi s.l. również nie pozostaje 
bez wpływu na skuteczność obecnej diagnostyki bore-
liozy. Sekwencje aminokwasowe większości najbardziej 
immunogennych białek są nisko zakonserwowane 
wśród B. burgdorferi s.l., a co za tym idzie wykorzysta-
nie w serodiagnostyce jako preparatów antygenowych 
lizatów komórkowych jednego genogatunku niesie ze 
sobą ryzyko uzyskania wyniku fałszywie ujemnego. 
Problem ten w szczególności dotyczy Europy, gdzie 
występuje aż 5 patogennych dla ludzi przedstawicieli 
B. burgdorferi s.l. Jego rozwiązaniem mogłoby być 
wykorzystanie w pojedynczym teście diagnostycznym 
lizatów komórkowych kilku genogatunków. Zwiększy-
łoby to czułość stosowanych testów, jednakże spowo-
dowałoby również znaczący wzrost kosztów rutynowej 
diagnostyki [45, 78].
Komórki B. burgdorferi s.l. wytwarzają wiele białek, 
które są homologiczne wśród drobnoustrojów, co jest 
przyczyną występowania częstych reakcji krzyżowych. 
Do antygenów tych zaliczają się wszechobecne białka 
szoku termicznego oraz flagelina, która jest białkiem 
budującym wici. Fałszywie dodatnie wyniki można 
otrzymać w przypadku pacjentów zakażonych takimi 
patogenami jak: wirus Epsteina-Barr, Treponema palli-
dum, Borrelia hermsii, Borrelia recurrenitis, cytomega-
lowirus oraz cierpiących na reumatoidalne zapalenie 
stawów [6, 30, 43].
5. Wykorzystanie białek rekombinantowych
 i peptydów syntetycznych w diagnostyce boreliozy
Intensywny rozwój metod biologii molekularnej 
i inżynierii genetycznej umożliwił otrzymywanie antyge-
nów rekombinantowych, które stanowią nowe narzędzia 
diagnostyczne. Antygeny rekombinantowe są to białka 
wytwarzane metodami biotechnologicznymi, które 
mogą zawierać dodatkowe domeny fuzyjne wpływające 
na ich rozpuszczalność lub umożliwiające ich łatwiejsze 
oczyszczanie czy detekcję. Białka takie stanowią alter-
natywne źródło antygenów, które można wykorzystać 
do opracowania nowych testów serologicznych. Jed-
nakże, aby testy serodiagnostyczne oparte na białkach 
rekombinantowych miały jak największą skuteczność 
należy wykorzystać w nich starannie wyselekcjonowane 
antygeny lub ich fragmenty. Dostępne w bazach danych 
sekwencje aminokwasowe białek B. burgdorferi s.l. oraz 
narzędzia bioinformatyczne umożliwiają wytypowanie 
najbardziej immunogennych oraz zakonserwowanych 
fragmentów poszczególnych antygenów. Wykorzystanie 
jedynie wyselekcjonowanych fragmentów białek może 
zdecydowanie ograniczyć częstość występowania reakcji 
krzyżowych, co znacznie ułatwi interpretację wyników 
testów serologicznych, ponadto biotechnologiczna pro-
dukcja antygenów może pozwolić na otrzymanie prepa-
ratów antygenowych zawierających białka wytwarzane 
przez krętki jedynie in vivo. Inną możliwością jest wyko-
rzystanie w pojedynczym teście diagnostycznym białek 
pochodzących od kilku genogatunów B. burgdorferi s.l. 
Bardzo prawdopodobne jest, iż takie podejście umożliwi 
prawidłowe rozpoznanie boreliozy, bez względu na to 
jakim genogatunkiem B. burgdorferi s.l. nastąpiło zaka-
żenie. Łatwiejszą standaryzację oraz większą skutecz-
ność testów można osiągnąć konstruując antygeny chi-
meryczne, które powstają na skutek połączenia dwóch 
lub większej liczby genów w jeden gen fuzyjny. Ekspresja 
genu fuzyjnego prowadzi do powstania produktu chi-
merycznego, który łączy cechy białek kodowanych przez 
pojedyncze geny będące częścią takiego połączenia. 
W związku z dużymi nadziejami jakie pokłada 
się w  zastosowaniu antygenów rekombinantowych 
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i chimerycznych laboratoria na całym świecie prowadzą 
badania naukowe dotyczące oceny przydatności tych 
białek w rozpoznaniu różnych faz boreliozy (Tab. III). 
Obecnie na rynku dostępne są testy ELISA III generacji 
(zestawy diagnostyczne Borrelia IgM oraz Borrelia IgG 
firmy Biomedica, Borrelia burgdorferi IgG Recombinant 
Antigens firmy GenWay Biotech) oraz testy Immuno-
blot i Line Immunoblot (EUROLINE Borrelia firmy 
Euroimmiun, recomLine Borrelia IgG i recomLine Bor-
relia IgM firmy Microgen Diagnostic) oparte na anty-
genach rekombinantowych [27, 45].
W licznych laboratoriach na całym świecie prowa-
dzone są badania mające na celu stworzenia jednoeta-
powego testu diagnostycznego, opartego na tańszej 
   • Czułość niezależnie od czasu trwania choroby: 66% (184/280)* 
   • Czułość w fazie wczesnej (EM): 44% (35/80)*
   • Czułość w fazie wczesnej po leczeniu: 59% (63/106)*
   • Czułość w fazie wczesnej rozsianej (wczesna NB): 100% (15/15)*
  IgG ELISA • Czułość w fazie wczesnej rozsianej (wczesna NB) po leczeniu: [4]      64% (7/11)*
   • Czułość w fazie późnej (LA): 97% (32/33)*
   • Czułość w fazie późnej (LA) po leczeniu: 88% (21/24)*
 Priokariotyczny  • Czułość w fazie późnej (NB): 100% (11/11)*
VlsE system ekspresyjny  • Specyficzność: 99% (6/553)*
(B. burgdorferi Tabora-Studiera;  • Czułość niezależnie od czasu trwania choroby: 36% (102/280)* 
s.s. B31) komórki E. coli  • Czułość w fazie wczesnej (EM): 19% (15/80)*
 szczep BL21  • Czułość w fazie wczesnej po leczeniu: 43% (46/106)*
   • Czułość w fazie wczesnej rozsianej (wczesna NB): 73% (11/15)*
  IgM ELISA • Czułość w fazie wczesnej rozsianej (wczesna NB) po leczeniu: [4]     55% (6/11)*
   • Czułość w fazie późnej (LA): 39% (13/33)*
   • Czułość w fazie późnej (LA) po leczeniu: 42% (10/24)*
   • Czułość w fazie późnej (NB): 9% (1/11)*
   • Specyficzność: 99% (6/553)*
   • Czułość w fazie wczesnej zlokalizowanej: 74% (29/39)* 
   • Czułość po leczeniu: 90% (35/39)*
pepC6 Synteza chemiczna IgM/IgG ELISA • Czułość w fazie wczesnej rozsianej (wczesna NB): 95% (19/20)* [43]
   • Czułość w fazie późnej (LA): 100% (49/49)*
   • Czułość w fazie późnej (NB): 100% (10/10)*
   • Specyficzność: 99% (2/176)*
   • Czułość niezależnie od czasu trwania choroby: 75% (426/569)* 
   • Czułość w fazie wczesnej (EM): 66,5% (268/403)*
pepC6 Synteza chemiczna IgM/IgG ELISA • Czułość w fazie wczesnej rozsianej (wczesna NB): 88,6% (39/44)* [80]
  (test komercyjny) • Czułość w fazie późnej (NB): 100% (8/8)*
   • Czułość w fazie późnej (LA): 98,2% (112/114)*
   • Specyficzność: 99,5% (2/366)*
DbpA Prokariotyczny
(B. burgdorferi system ekspresyjny  
• Czułość w fazie późnej (NB): 43% (6/14)* [32]s.s. ia) Tabora-Studiera; IgG ELISA
 komórki E. coli  
• Czułość w fazie późnej (LA): 60% (9/15)*
 szczep M15  
 Prokariotyczny
DbpA system ekspresyjny  
• Czułość w fazie późnej (NB): 50% (7/14)* [32](B. afzelii A91) Tabora-Studiera; IgG ELISA
 komórki E. coli  
• Czułość w fazie późnej (LA): 80% (12/15)*
 szczep M15
 Prokariotyczny
DbpA system ekspresyjny  
• Czułość w fazie późnej (NB): 50% (7/14)* [32](B. garinii 40) Tabora-Studiera; IgG ELISA
 komórki E. coli  
• Czułość w fazie późnej (LA): 20% (3/15)*
 szczep M15
Tabela III
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   • Czułość w fazie wczesnej (zlokalizowana i rozsiana): 
      53% (40/75)*
   • Czułość w fazie wczesnej zlokalizowanej: 25% (4/16)*
   • Czułość w fazie wczesnej rozsianej: 61% (36/59)*
   • Czułość w fazie wczesnej (zlokalizowana i rozsiana)
  IgM ELISA    po leczeniu: 73% (55/75)* [20]
   • Czułość w fazie późnej (zapalenie opon mózgowych lub
      porażenie twarzy): 72% (29/40)*
 Prokariotyczny  • Czułość w fazie późnej (LA): 45% (22/49)*
 system ekspresyjny  • Czułość w fazie późnej (NB): 20% (5/25)*
OspC Tabora-Studiera;  • Specyficzność: 98% (2/106)*
(B. burgdorferi komórki E. coli  • Czułość w fazie wczesnej (zlokalizowana i rozsiana): 33% (25/75)*
s.s. 297) szczep SR2  • Czułość w fazie wczesnej zlokalizowanej: 31% (5/16)*
   • Czułość w fazie wczesnej rozsianej: 34% (20/59)*
   • Czułość w fazie wczesnej (zlokalizowana i rozsiana) po leczeniu:
  IgG ELISA    49% (37/75)* [20]
   • Czułość w fazie późnej (zapalenie opon mózgowych lub
      porażenie twarzy): 65% (26/40)*
   • Czułość w fazie późnej (LA): 84% (41/49)*
   • Czułość w fazie późnej (NB): 36% (9/25)*
   • Specyficzność: 86% (15/106)*
 Prokariotyczny IgM ELISA • Czułość w fazie wczesnej: 65% (11/17)* [60]
OspC system ekspresyjny  • Czułość po leczeniu: 65% (11/17)*
(B. afzelii A91) Tabora-Studiera;
 komórki E. coli 
IgG ELISA • Czułość w fazie wczesnej: 53% (9/17)*
 [60]
 szczep M15 
 • Czułość po leczeniu: 71% (12/17)*
 Prokariotyczny IgM ELISA • Czułość w fazie wczesnej: 41% (7/17)* [60]
OspC system ekspresyjny  • Czułość po leczeniu: 47% (8/17)*
(B. garinii 40) Tabora-Studiera;
 komórki E. coliIgG ELISA 
• Czułość w fazie wczesnej: 18% (3/17)*
 [60]
 szczep M15  
• Czułość po leczeniu: 36% (6/17)*
 Prokariotyczny IgM ELISA • Czułość w fazie wczesnej: 12% (2/17)* [60]
OspC system ekspresyjny  • Czułość po leczeniu: 18% (3/17)*
(B. burgdorferi Tabora-Studiera;
s.s. ia) komórki E. coli IgG ELISA 
• Czułość w fazie wczesnej: 6% (1/17)*
 [60]
 szczep M15  
• Czułość po leczeniu: 6% (1/17)*
   • Czułość niezależnie od czasu trwania choroby: 38% (107/280)* 
   • Czułość w fazie wczesnej (EM): 40% (32/80)*
   • Czułość w fazie wczesnej rozsianej (wczesna NB): 53% (8/15)*
   • Czułość w fazie wczesnej rozsianej (wczesna NB) po leczeniu:
pepC10 Synteza chemiczna IgM ELISA    36% (4/11)* [4]
   • Czułość w fazie późnej (LA): 9% (3/30)*
   • Czułość w fazie późnej (LA) po leczeniu: 10% (2/22)*
   • Czułość w fazie późnej (NB): 18% (2/9)*
   • Specyficzność: 99% (6/553)*
  IgM ELISA • Czułość w fazie wczesnej (EM): 41,2 % (40/97)* [3]
pepC10 Synteza chemiczna  • Czułość w fazie późnej: 10% (2/20)* 
  IgG ELISA • Czułość w fazie wczesnej (EM): 16,3 % (16/97)* [3]
   • Czułość w fazie późnej: 10% (2/20)*
  IgM ELISA • Czułość w fazie wczesnej (EM): 48,5% (47/97)* [3]
OspC1 Synteza chemiczna  • Czułość w fazie późnej: 15% (3/20)*
  IgG ELISA • Czułość w fazie wczesnej (EM): 24,5% (24/97)*
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i  łatwiejszej w interpretacji technice ELISA. Nowe 
narzędzia diagnostyczne jakimi są antygeny rekombi-
nantowe i białka chimeryczne rozbudzają nadzieję na 
osiągnięcie tego celu. Jednak aby takie testy wykazywały 
się wysoką czułością i specyficznością należy wykorzy-
stać w nich starannie wyselekcjonowane antygeny lub 
ich fragmenty. W związku z tym wielu naukowców pro-
wadziło badania naukowe mające na celu przetestowa-
nie skuteczności testów serodiagnostycznych opartych 
na poszczególnych antygenach B. burgdorferi s.l. lub ich 
fragmentach.
Antygen VlsE ze względu na swoją wyjątkowo silną 
immunogenność oraz obecność w sekwencji zakon-
serwowanego fragmentu, był obiektem zainteresowa-
nia wielu naukowców. W badaniach przeprowadzo-
nych przez Bacon i wsp. ogólna czułość (niezależnie 
od czasu trwania infekcji) testów IgG ELISA opartych 
wyłącznie na antygenie VlsE (ELISA VlsE) wynosiła 
66%. Nie był to wynik znacznie odbiegający od tego 
uzyskanego przy pomocy standardowego testu dwueta-
powego (STD 68%). Gdy uwzględniono podział na fazy 
choroby, wykazano, że czułość testu IgG ELISA VlsE 
w  przypadku pacjentów, u których EM występował 
od tygodnia, wynosiła zaledwie 16%, za to wzrastała 
ona znacząco pomiędzy 2 i 4 tygodniem od zakażenia 
osiągając w tym przedziale czasowym 61%. Podczas 
późnej fazy choroby testy IgG ELISA VlsE charakte-
ryzowały się niemalże 100% czułością, a specyficzność 
utrzymywała się na poziomie 98% (90–100% w zależ-
ności od grupy kontrolnej pacjentów). W przypadku 
zastosowania testu ELISA VlsE do wykrywania prze-
ciwciał klasy IgM uzyskano niższą czułość oznaczenia 
wynoszącą 36%, test ten był również mniej skuteczny 
w przypadku wykrywania swoistych immunoglobulin 
w surowicach pacjentów z chorobą trwającą od 2 do 




(62 kDa) komórki E. coli IgM/IgG ELISA • Czułość w fazie wczesnej: 10% (2/20)* [28]
(B. burgdorferi szczep BL21(DE3)  • Czułość w fazie późnej: 56% (9/16)*
s.s. B31) pLysS lub B834
 (DE3)
   • Czułość w fazie wczesnej: 50% (49/99)* 
 Prokariotyczny  • Czułość w fazie późnej: 89% (47/53)*
OspA-p93 system ekspresyjny  • Specyficzność w przypadku choroby autoimmunologicznej
(97 kDa) Tabora-Studiera;     (reumatoidalne zapalenie stawów/toczeń rumieniowaty
(B. burgdorferi komórki E. coli IgM/IgG ELISA    układowy): 97% (1/40)* [28]
s.s. B31) szczep BL21(DE3)  • Specyficzność w przypadku kiły: 78% (6/27)*
 pLysS lub B834  • Specyficzność w przypadku ludzi zdrowych z terenów
 (DE3)     endemicznych: 85% (3/20)*
   • Specyficzność w przypadku ludzi zdrowych z terenów
      nieendemicznych: 100% (0/20)*
 Prokariotyczny
OspB-Fla system ekspresyjny
(43 kDa) Tabora-Studiera; IgM/IgG ELISA • Czułość w fazie wczesnej 28% (11/47)* [28] (B. burgdorferi komórki E. coli  • Czułość w fazie późnej: 48% (10/21)*
s.s. B31) szczep BL21(DE3)
 pLysS lub B834 
 (DE3)
   • Czułość fazie wczesnej: 62% (86/139)* 
 Prokariotyczny  • Czułość w fazie późnej: 87% (60/69)*
OspB-OspC- system ekspresyjny  • Specyficzność w przypadku choroby autoimmunologicznej
-Fla (64 kDa) Tabora-Studiera;     (reumatoidalne zapalenie stawów/toczeń rumieniowaty
(B. burgdorferi komórki E. coli IgM/IgG ELISA    układowy): 92% (4/50)* [28]
s.s. B31) szczep BL21 (DE3)  • Specyficzność w przypadku kiły: 93% (4/56)*
 pLysS lub B834  • Specyficzność w przypadku ludzi zdrowych z terenów
 (DE3)     endemicznych: 84% (5/30)*
   • Specyficzność w przypadku ludzi zdrowych z terenów









* (liczba surowic seropozytywnych / liczba surowic przebadanych)
ANTYGENY REKOMBINANTOWE W DIAGNOSTYCE SEROLOGICZNEJ BORELIOZY 409
choroby u pacjentów z EM trwającym od tygodnia, czu-
łość tego testu była skrajnie niska i wynosiła zaledwie 
3%. Specyficzność testów IgM ELISA VlsE wynosiła 
99%, a więc była nieznacznie wyższa niż w przypadku 
wykrywania swoistych przeciwciał IgG [4].
Skuteczność pojedynczych testów IgG i IgM ELISA 
wykorzystujących syntetyczny 26-aminokwasowy pep-
tyd, którego sekwencja oparta jest na regionie IR6 
umiejscowionym w obrębie genu vlsE została oceniona 
przez Liang i wsp. (1999). Zespół ten przebadał suro-
wice pobrane od pacjentów we wczesnej fazie choroby, 
po antybiotykoterapii oraz w fazie przewlekłej. Czułość 
testów IgM/IgG ELISA C6 we wczesnej fazie choroby 
wynosiła 74%, w fazie późnej wzrastała do 100%, a dla 
pacjentów po antybiotykoterapii osiągała 90%. Aby oce-
nić swoistość testu IgM/IgG ELISA C6 zbadano próby 
surowicy pobrane od pacjentów z innymi zakażeniami 
wywołanymi przez krętki, przewlekłymi chorobami 
autoimmunologicznymi lub chorobami neurologicz-
nymi oraz od osób hospitalizowanych z terenów gdzie 
choroba z Lyme nie jest endemiczna. Dla tych surowic 
ogólna specyficzność przeprowadzonych testów ELISA 
wyniosła 99% [43]. Ponadto, w 2013  roku Wormser 
i  wsp. przeprowadzili badania porównawcze między 
dostępnym na rynku amerykańskim testem C6 Lyme 
ELISA kit (Immunetics, Boston, MA, USA), a  STD. 
Wykazano, iż ogólna czułość testu komercyjnego (bez 
względu na podział na fazy choroby) wynosiła 75%, co 
znacznie przewyższało czułość STD (50,6%), wykona-
nego na puli tych samych surowic. Tak duża różnica 
była wynikiem znacznie wyższej czułości C6 Lyme 
ELISA kit w przypadku badania surowic pobranych od 
pacjentów z EM – test komercyjny osiągał skuteczność 
na poziomie 66,5%, podczas gdy czułość STD wynosiła 
zaledwie 34,5%. W późnej fazie boreliozy czułość obu 
testów wzrosła do niemal 100%, jednak test ELISA C6 
wciąż wykazał się nieznacznie wyższa skutecznością. 
Gdy dokonano porównania specyficzność obu testów, 
wynosiła ona 99,5% dla testu komercyjnego oraz 98,9% 
dla STD [80].
Kolejnym antygenem, silnie stymulującym produk-
cję przeciwciał IgG, jest białko DbpA, które cechuje się 
wysokim zróżnicowaniem sekwencji aminokwasowej 
wśród genogatunków B. burgdorferi s.l. W celu osza-
cowania wpływu niskiego stopnia zakonserwowania 
sekwencji niniejszego białka na wyniki otrzymywa-
nych badań serodiagnostycznych wyprodukowano trzy 
warianty antygenu DbpA pochodzące od patogennych 
dla ludzi genogatunków B. burgdorferi  s.l. występują-
cych powszechnie w Europie (DbpAbia – B. burgdorferi 
s.s. ia, DbpAa91 – B. afzelii A91, DbpAg40 – B. garinii 40) 
[32]. Otrzymane preparaty białek rekombinantowych 
wykorzystane zostały następnie jako podstawa testów 
immunoenzymatycznych fazy stałej. Przeprowadzone 
testy ELISA wykazały, iż wszystkie surowice pobrane 
od pacjentów cierpiących na neuroboreliozę zawie-
rały przeciwciała swoiste przynajmniej wobec jednego 
wariantu antygenu DbpA (ogólna czułość 100%). 
Czułością na poziomie 50% cechowały się testy ELISA 
oparte na białku DbpAa91, taki sam wynik osiągnięto dla 
testu ELISA wykorzystującego antygen DbpAg40. Naj-
niższą czułością, na poziomie 43%, w wykrywaniu NB 
wykazywały się testy ELISA oparte na antygenie DbpA 
pochodzącym z B. burgdorferi s.s. ia. Ogólna skutecz-
ność tych samych testów w przypadku pacjentów z LA 
była nieco niższa i wynosiła 93%. Tutaj również testy 
ELISA wykorzystujące białko DbpAa91 cechowały się 
najwyższą czułością (80%), jednak w przeciwieństwie 
do surowic pobranych od pacjentów z NB w tym przy-
padku najmniej efektywnym testem był ten oparty na 
antygenie DbpA pochodzącym od B. garinii 40 (20%), 
którego skuteczność była znacznie niższa niż testu 
ELISA wykorzysującym DbpAbia (60%). Immunoglo-
buliny zawarte w surowicach pobranych od chorych 
w  większości przypadków reagowały tylko z jednym 
z wariantów DbpA, a reakcje krzyżowe pomiędzy biał-
kami były bardzo rzadkie. U pacjentów z wczesną fazą 
choroby (EM), czułość testów IgG lub IgM ELISA wyko-
rzystujących różne warianty antygenu DbpA była bar-
dzo niska, na poziomie kilku-kilkunastu procent [32].
Dane literaturowe dotyczące skuteczności testów 
opartych na antygenie OspC w diagnostyce wczesnej 
boreliozy są bardzo rozbieżne. Przeciwciała klasy IgM 
przeciwko OspC obserwowano u 25–80% pacjentów 
z EM [20, 23, 46, 47, 51, 58] oraz u 48–72% pacjentów 
z  NB [20, 51]. Badania wykonane przez Fung i  wsp. 
(1994) wykazują, że prawdopodobnie nawet do 50% 
pacjentów rozwija odpowiedź przeciwciał klasy IgM 
skierowaną przeciwko antygenowi OspC w pierwszym 
tygodniu od zakażenia, a podczas fazy wczesnej roz-
sianej odsetek ten wzrasta do 60%. Po upływie 2 mie-
sięcy immunoglobuliny te można wykryć w surowicach 
60–70% pacjentów [20]. Naukowcy przypuszczają, że 
rozbieżności te wynikają z wyjątkowo niskiego stopnia 
zakonserwowania sekwencji antygenu OspC wśród 
genogatunków. Przeciwciała zawarte w surowicach 
mogą rozpoznawać epitopy białka ze zróżnicowaną sku-
tecznością w zależności od użytego w teście wariantu 
antygenu. W celu zweryfikowania tej hipotezy Panelius 
i wsp. (2002) wykonali testy IgM i IgG ELISA, gdzie 
każdy z  nich oparty był na białku OspC pochodzą-
cym z innego genogatunku B. burgdorferi s.l. (B. afzelii 
A91, B. garinii 40, B. burgdorferi s.s. ia). Jak się spodzie-
wano otrzymano znaczące różnice w czułości testów, 
w których do wykrywania swoistych przeciwciał zasto-
sowano różne białka OspC. Największą skutecznością 
wykazywał się test ELISA wykorzystujący białko OspC 
pochodzące z  B. afzelii A91. Testy te miały znaczną 
przewagę bez względu na to jaką klasę przeciwciał 
wykrywano oraz czy badano surowice pochodzące od 
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pacjentów we wczesnej fazie choroby czy od tych będą-
cych po antybiotykoterapii. Drugim co do skuteczności 
testem był ten wykorzystujący białko OspC pochodzące 
od B. garinii 40. Najmniej obiecujące wyniki uzyskano 
dla testu ELISA opartego na białku OspC pochodzącym 
z B. burgdorferi s.s. ia, co jest zrozumiałe ponieważ ten 
genogatunek jest najmniej rozpowszechniony w Euro-
pie [60]. W celu rozwiązania problemów związanych 
z  wysokim zróżnicowaniem antygenu OspC wśród 
genogatunków B. burgdorferi  s.l., naukowcy przepro-
wadzili porównanie sekwencji aminokwasowych wyżej 
wspomnianego białka. W wyniku tej analizy wyodręb-
niono dwa zakonserwowane fragmenty antygenu OspC, 
zlokalizowane na jego końcach. Badania Bacon i wsp. 
(2003) wykazały, że testy IgM ELISA oparte na peptydzie 
C10 (pepC10, obejmuje 10 aminokwasów z  C-końca 
białka) są skuteczniejsze w wykrywaniu wczes nej fazy 
choroby niż STD. Czułość testów IgM ELISA pepC10 
u  pacjentów z EM trwającym nie dłużej niż tydzień 
była na poziomie 27%. Wzrastała ona w  miarę doj-
rzewania odpowiedzi immunologicznej osiągając 55% 
w przypadku surowic pobranych od pacjentów w ciągu 
2–4 tygodni od wystąpienia EM [4]. Natomiast Arna-
boldi i wsp. (2013) wykazali, że testy IgM ELISA oparte 
na peptydzie OspC1 (20 N-końcowych aminokwasów) 
wykrywały wczesną boreliozę z czułością 48,5% i specy-
ficznością na poziomie 100%. Zarówno testy IgG ELISA 
wykorzystujące pepC10 jak i OspC1 wykazywały się 
znacznie niższą czułość niż te bazujące na wykrywa-
niu przeciwciał klasy IgM. Czułość testów IgG ELISA 
OspC1 wynosiła około 25%, natomiast dla testów IgG 
ELISA pepC10 spadła ona do zaledwie 15%. Uzyskane 
wyniki pozwoliły na wysnucie wniosku, iż to peptyd 
OspC1 charakteryzuje się wyższą skutecznością w sero-
diagnostyce wczesnej boreliozy [3].
Wiele wyników wskazuje na to, iż ciężko otrzymać 
czuły i specyficzny test immunodiagnostyczny wyko-
rzystujący jedynie pojedynczy antygen. Dlatego też 
naukowcy próbowali udoskonalić testy diagno styczne 
konstruując tzw. białka chimeryczne. W  2000 roku 
Gomes-Solecki i wsp. skonstruowali 17 białek chime- 
rycz nych złożonych z fragmentów antygenów po- 
wierzch niowych takich jak: OspA, OspB, OspC, fla-
geliny (FlaB) i białka 93 kDa (p93). Do konstrukcji 
chimer wykorzystano głównie fragmenty antygenów 
pochodzące od B. burgdorferi s.s. B31, jednak niektóre 
z nich zawierały sekwencje uzyskane od B. afzelii Pko 
oraz B. garinii K48. Po wstępnej selekcji, za pomocą 
testów WB z wszystkich wyprodukowanych antyge-
nów chimerycznych wytypowano cztery najbardziej 
obiecujące do dalszych testów serologicznych. Były to 
białka chimeryczne: OspB-Fla (43 kDa), OspB-OspC-
-Fla (64 kDa), OspA-p93 (62 kDa) i OspA-p93 (97 kDa). 
Przydatność skonstruowanych białek chimerycznych 
oceniono wykonując testy IgM/IgG ELISA. Najbar-
dziej skuteczny w wykrywaniu wczesnej boreliozy był 
test ELISA wykorzystujący antygen OspB-OspC-Fla 
(62%). Charakteryzował się on również wysoką czu-
łością w wykrywaniu późnej boreliozy (87%), jednak 
w tej fazie choroby najskuteczniejszym okazał się test 
ELISA oparty o  białko OspA-p93 (97 kDa) (89%). 
Badania te wykazały jak ogromny wpływ na skutecz-
ność w wykrywaniu swoistych przeciwciał ma dobór 
odpowiednich fragmentów białek do tworzenia chimer. 
Doskonale pokazuje to przykład testów ELISA opartych 
na białkach chimerycznych OspA-p93 (62 kDa) i OspA-
-p93 (97 kDa) (różniących się wielkością fragmentu 
antygenu p93), które charakteryzowały się odmienną 
czułością w wykrywaniu wczesnej jak i późnej choroby 
z Lyme. W celu określenia specyficzności testów ELISA 
opartych na wyżej wymienionych białkach chimerycz-
nych wykorzystano surowice pacjentów cierpiących na 
kiłę i choroby autoimmunologiczne (reumatoidalne 
zapalenie stawów lub układowy toczeń rumienio-
waty), a także surowice zdrowych ludzi z obszarów, na 
których choroba ta jest endemiczna oraz z terenów 
gdzie B. burgdorferi s.l. nie występuje. Wspomniane 
antygeny nie dawały reakcji krzyżowych z próbami 
surowic pacjentów zamieszkujących obszar, na których 
borelioza nie występuje endemicznie. Niestety uzyski-
wano wyniki fałszywie dodatnie w przypadku surowic 
pacjentów cierpiących na kiłę, choroby autoimmuno-
logiczne oraz zamieszkujących tereny występowania 
B. burgdorferi s.l. [28].
6. Podsumowanie
Rozpoznanie boreliozy jedynie na podstawie obrazu 
klinicznego, ze względu na jej zróżnicowaną postać, jest 
niezmiernie trudne, bądź często nawet niemożliwe. 
Z  tego powodu główną rolę w diagnostyce choroby 
z Lyme odgrywają badania laboratoryjne. W ich zakre-
sie w ciągu ostatnich lat nastąpił ogromny postęp. Doty-
czy to w szczególności metod serologicznych, w których 
do wykrywania swoistych przeciwciał w surowicach 
pacjentów wykorzystuje się biotechnologicznie pro-
dukowane antygeny rekombinantowe. Ten intensywny 
rozwój zawdzięczamy nowym rozwiązaniom wyko-
rzystywanym w inżynierii genetycznej, dzięki, którym 
udało się stworzyć wydajne eukariotyczne i prokario-
tyczne systemy ekspresji genów. Umożliwiło to łatwe 
otrzymywanie białek rekombinantowych i  chime-
rycznych stanowiących nowe, obiecujące narzędzia 
diagnostyczne, będące podstawą do opracowania lep-
szych testów. Z racji tego, iż czułość dostępnych testów 
serologicznych w wykrywaniu późnej boreliozy (LA, 
ACA, NB) jest zadowalająca, głównym celem naukow-
ców jest poprawa skuteczności metod serodiagnostycz-
nych wykorzystywanych w rozpoznawaniu wczesnego 
ANTYGENY REKOMBINANTOWE W DIAGNOSTYCE SEROLOGICZNEJ BORELIOZY 411
etapu choroby z Lyme. Być może pozwoli na to wyko-
rzystanie w testach immunodiagnostycznych starannie 
wyselekcjonowanych antygenów lub ich fragmentów. 
Dzięki opracowaniu nowych testów, które umożliwią 
wczesną i prawidłową identyfikację zakażenia kręt-
kiem, pacjenci szybko zostaną poddani odpowiedniej 
terapii, co znacznie może ograniczyć rozwój późnych 
postaci boreliozy. Również ważne jest zwiększenie spe-
cyficzności przesiewowych testów ELISA, które obec-
nie często dają wyniki wątpliwe lub fałszywie dodatnie. 
Dodatkowo ograniczenie liczby wykonywanych testów 
potwierdzających WB, znacznie obniżyłoby koszty 
diagnostyki boreliozy. Wiele czynników wskazuje, że 
najlepszym rozwiązaniem w rutynowej diagnostyce 
choroby z Lyme byłoby opracowanie jednoetapowego 
testu ELISA. Ma on znaczącą przewagę nad WB ze 
względu na łatwiejszą standaryzację, niższy koszt oraz 
zdolność ilościowego wykrywania swoistych przeciw-
ciał w próbach pobranych od pacjenta. Niestety wiele 
doniesień literaturowych wskazuje, iż aby osiągnąć ten 
cel nie będą wystarczające testy diagnostyczne oparte 
jedynie na pojedynczych antygenach rekombinanto-
wych, ponieważ ich czułość i specyficzność ze względu 
na niski stopień zakonserwowania sekwencji wśród 
genogatunków B. burgdorferi s.l. nie jest zadowalająca. 
Rozwiązaniem może być zastosowanie mieszanek 
odpo wiednich białek rekombinantowych pochodzą-
cych od kilku genogatunków krętka lub opracowanie 
preparatów antygenowych nowej generacji tj. białek 
chimerycznych złożonych z  dobrze wyselekcjonowa-
nych fragmentów rożnych antygenów. Liczne prace 
w tej tematyce dają nadzieję, na opracowanie skutecz-
niejszych testów diagnostycznych opartych na antyge-
nach otrzymywanych metodami biotechnologicznymi.
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